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(57) Abstract 



The feature of this process is that: (1) the sequence on which the base to be identified is located is made hybrid with a nu- 
cleotide of adequate length; (2) the synthesis of the complementary strand of the hybrid obtained in (1) is started, said nucleotide 
acting as a trigger, in the presence of: a polymerase without 3'5' exonucleasis action; and at least one modified nucleotide base; 
(3) the incorporated blocking nucleotide base is detected by any suitable means. Application: diagnosis of genetic diseases. 

(57)Abrege 

Procede de detection et/ou d'identification d'une seule base sur une sequence d'acide nucleique. Ce procede est caracterise 
en ce que: (1) on hybride la sequence sur laquelle se trouve la base a identifier avec un nucleotide de longueur suffisante; (2) on 
debute la synthese du brin complementaire de l'hybride obtenu en (1), -ledit nucleotide servant d'amorce- en presence: d'une po- 
lymerase sans action exonuclease 3'5' et d'au moins une base nucleotidique modifiee; (3) on detecte la base nucleotidique blo- 
quante incorporee par tout moyen approprie. Application: diagnostic des maladies genetiques. 



UMQUEMENTA TJTRE D'fNFORMATJON 



Codes utilises pour identifier les Etais parties aii PCT, sur les pages de couverture des brochures 
publiaru des demandes Internationales en vertu du PCT. 



AT 


Auirichc 


ES 


Espagnu 


MC 


Monaco 


AU 


Australic 


PI 


Flnlandi; 


MC 


Madagascar 


BB 


Barbatlc 


PR 


France 


ML 


Mali 


BE 


Bctgiquc 


GA 


Gabon 


MR 


Mauri lunic 


BP 


Burkina Fasso 


GB 


Royaumu-Uni 


MW 


Malawi 


BG 


Bulgaria 


GR 


Grecu 


NL 


Pays-Bas 


BJ 


B6nln 


HU 


Hongric 


NO 


Norvegc 


BR 


Br&il 


IT 


Italic 


RO 


Roumanic 


CA 


Canada 


JP 


Japon 


SO 


Soudan 


CP 


R£publiquc (itniraficalnc 


KP 


Rdpubliquc nopulairc dcmocraliquc 


SB 


Suede 


CO 


C^ongo 




dc Cor6c 


SN 


Senegal 


CH 


Suisse 


KR 


Rdpubliquc dc Oorce 


SU 


Union sovidlique 


CM 


Camcroun 


LI 


Liechtenstein 


TO 


Tchad 


DE 


Allemagnc, Ripubliquc fddSralt d* 


LK 


Sri Lanka 


TC 


Togo 


OK 


Dancmark 


uu 


Luxembourg 


US 


Etats*Unis d'Amcrique 



WO 91/02087 



PCT/FR90/00585 



10 



1 

PROCEDE RAP IDE DE DETECTION ET/OO D ' IDENTIFICATION D'UNE 
SEULE BASE SUR UNE SEQUENCE D'ACIDE NUCLEIQUE, ET SES 
APPLICATIONS. 

La presente invention est relative a un pro- 
cede de detection et/ou d' identification d'une seule base 
sur une sequence d'acide nucieique, ainsi qu'a ses 
applications, notamment dans le diagnostic des maladies 
genetiques et dans le controle d'une hybridation. 

L 1 hybridation d'acide nucieique a ete utilisee 
pour etudier l'identite et etablir la presence d'acides 
nucleiques. L 'hybridation est basee sur 1 'appariement de 
bases complementaires. Lorsque des acides nucleiques 
simple brin complementaires sont incubes ensemble, 
lesdits acides nucleiques simple brin s'apparient pour 
15 former une molecule hybride double brin. La capacite de 
1'ADN simple brin ou de l'ARN a former une structure avec 
une sequence d'acide nucieique complementaire est utili- 
ses comme methode d' analyse et de diagnostic. La disponi- 
bilite de nucleosides triphosphates radioactifs ayant une 
activite specifique importante et le marquage de l'ADN au 
32 P en presence d' enzymes a fonction polymerase, par 
exemple la T 4 kinase, a permis d ' identifier, d'isoler et 
de caracteriser de nombreuses sequences d'acides 
nucleiques d'interet biologique. 

L' hybridation represente un critere important 
dans la detection de la presence de sequence d'acide 
nucieique particulieres comme par exemple : 

- dans les maladies genetiques humaines ou 
animales ou une modification hereditaire du patrimoine 

30 genetique a des consequences morbides (par insertion, 
deletion ou mutation ponctuelle d'une sequence particu- 
liere) ; 

- dans les maladies cancereuses, ou des rear- 
rangements de l'ADN genomique sont observes ; 

35 " au cours des infections ou l'on decele la 

presence de genomes etrangers tels que ceiui des 
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microorgariismes (bacteries, champignons et virus par 
exemple) ; 

- pour 1 1 identification des individus en gene- 
ral : 

5 . en medecine legale (paternite, filiation par 

exemple) , 

- . dans le domaine agroalimentaire (plant es, 
contr61e sanitaire par exemple) . 

Cependant, 1 'hybridation comme outil de dia- 
10 gnostic peut §tre limitee par la difficulty de sa mise en 
oeuvre (techniques lourdes) ou par I 1 absence de specifi- 
city de 1 1 hybridation (protocole op§ratoire) . 

; :: En effet; 1' etude chimique de 1 1 hybridation a 
mis en Evidence 1 1 influence de la concentration de chacun 
15 des brins d'acides nucleiques impliques, de leurs lon- 
gueurs, de leurs compositions en bases, de la tempera- 
ture, du pH, de la force ionique, de la viscosity du 
milieu. 

La temperature notamment, est critique et doit 

20 rester . inf<§rieure k la temperature de fusion (Tm : 
temperature a laquelle 50 % des sequences sont sous forme 
double brin) . En solution, la temperature optimale 
d r hybridation est 25 *e en dessous de la Tm pour une sonde 
de 150 nucleotides et legerement plus basse pour les 

25 sondes plus courtes. 

Ains.i lorsque' l'on veut detecter un mutation 
portant sur une seule base, on peut generalement utili- 
ser, selon les cas, deux types de sondes : des sondes 
d ! acide nucieique dites longues, superieures a 150 

30 nucleotides en general, ou des sondes d'acide nucieique 
dites courtes entre 17 et 24 nucleotides en general. Si 
la mutation intervient dans un site reconnu specifique- 
ment par ufle enzyme dite de restriction, on peut utiliser 
la technique de Southern : celle-ci comporte les etapes 

35 d ! isolement de l.'ADN, de digestion par 1 ! enzyme de res- 
triction, d 1 elect rophorese sur gel, de transfert sur une 
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membrane et d' hybridation a l'aide d'une sonde longue 
interessant la region de la mutation ; apres lavage et 
autoradiographie, 1' analyse des tallies des fragments 
obtenus permet d'infirmer ou confirmer la presence de la 
5 mutation. Le procede tres lourd necessite que la mutation 
interesse un site de restriction. Si ce n'est pas le cas, 
on peut synthetiser une sonde courte oligonucleotidique 
de 17 a 24 nucleotides dont le centre coincide avec la 
mutation que l'on veut detecter. En choisissant des 

10 conditions appropriees d' hybridation et de rincage 
(specifique de chaque systeme) , on ne peut obtenir une 
hybridation a l'aide de 1 ' oligonucleotide marquee qu'en 
cas d'homologie parfaite (une seule difference nucleoti- 
dique, notanunent a l'endroit de la mutation, entralne la 

15 destabilisation de 1 'hybridation) . 

Cependant, ces differentes methodes presentent 
un certain nombre d' inconvenients : 

- conditions de temperature difficiles a mai- 
triser, pour obtenir une hybridation appropriee / 

- eventuellement presence obligatoire d'un 
site de restriction ; 

- immobilisation de l'acide nucleique sur mem- 
brane (Southern blot) . 

Le Brevet Americain AMERSHAM n* 4 656 127, a 
25 permis de pallier certains de ces inconvenients, notam- 
ment en ce qu'il permet de detecter une mutation presente 
a un endroit ne presentant pas de site de clivage par une 
enzyme de restriction. 

Ce Brevet Americain n° 4 656 127, decrit une 
methode de detection de la mutation d'une base nucleo- 
tique specifique dans un fragment d'acide nucleique (ADN 
ou ARN) cible par : 

(a) hybridation d'une sonde avec la sequence cible pour 
former un hybride d'acide nucleique, dans lequel une 
35 extremite de la sonde est hybridee de maniere adjacente a 
la base nucleotidique specifique ; 
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(b) melange de l'hybride avec un derive nucleotidique 
dans des conditions appropriees k l 1 elongation de la 
sonde,, de mani^re k permettre la jonction derive nucleo- 
tidique - extremite de la sonde, seulement si la base 

5 specif ique dans la sequence cible est (ou n'est pas) la 
mutation. k detecter, une sonde associee audit derive 
nucleotidique 6tant r6sistante k une digestion dans des 
conditions particulieres ; 

(c) digestion de l'hybride par une exonuciease dans des 
10 conditions telles. que le fragment double brin est 

progressivement diger6 a partir de 1' extremite de la 
■ sonde k motes que ladite extremite ait 6t6 mise en jonc- 
tion avec ledit derive nucleotidique ; 

(d) elimination des portions de la sonde qui ne sont plus 
15 hybrid6es a la chalne d'acide nucleique / 

(e) et detection d'une mutation de la base nucleotidique 
specif ique . dans la sequence cible par detection de la 
presence ou de 1' absence de la sonde apres digestion. 

Ce procede implique en particulier en plus de 

20 la sonde, 1 '-utilisation d'un derive nucleotidique ayant 
des proprietes particulieres et comporte de ce fait 
encore de nombreuses etapes, De plus, il necessite, pour 
sa realisation, une immobilisation de l ! acide nucleique 
sur une membrane et egalement un marquage (de la sonde ou 

25 du derive nucleotidique) . 

La presente invention s'est en consequence, 
donne pour , but de pourvoir k un procede d ! identification 
d'une base nucleotidique specif ique, aise et rapide k 
mettre en oeuvre, qui' repond mieux aux necessites de la 

30 pratique que les procedes de l ! Art anterieur, notamment 
en ce que le prbc6d6 conforme k 1' invention ne necessite 
pas un ' prqtocole operatoire complexe, c 1 est-a~dire ne 
necessite ni - immobilisation de .1 1 ADN, ni marquage de la 
sonde, et s 1 applique & la detection de sequences d ! acide 

35 nucleique particulieres, notamment dans les maladies 
genetiques, les maladies cancereuses, les infections, 
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l 1 identification d'individus humains, animaux ou vege- 
taux. 

La presente invention a pour objet un procede 
de detection et/ou d 1 identification d'une base nucleoti- 
5 dique specif ique presente sur une sequence d'acide nu- 
cl&ique, caract^rise en ce que : 

(1) on hybride la sequence sur laquelle se trouve la base 
a identifier avec un nucleotide de longueur suffisante 
pour permettre une hybridation correcte, quelle que soit 

10 la temperature de reaction, ledit nucleotide s'hybridant 
avec la sequence cible, de maniere a ce que son extremite 
3' soit adjacente & la base nucleotidique specif ique A 
detecter et/ou a identifier ; 

(2) on debute la synthase du brin complementaire de 
15 1 'hybride obtenu en (1), - ledit nucleotide servant 

d 1 amorce -, en presence : 

- d'une polymerase sans action exonuclease 3 T 5 ! et 

- d'au moins une base nucleotidique modifiee, de maniere 
a etre incorporable dans le produit d' extension de 

20 1' amorce, ladite incorporation bloquant 1 1 elongation 
audit produit d f extension ; 

(3) on detecte la base nucleotidique bloquante incorporee 
par tout moyen approprie, ladite detection permettant 
d 1 identifier la base nucleotidique specif ique complemen- 

25 taire presente sur la sequence cible a analyser. 

On entend par nucleotide, au sens de la pre- 
sente invention, aussi bien un oligonucleotide, qui com- 
prend de 10 a 50 bases qu'un nucleotide pouvant com- 
prendre plus de cent bases. 

30 Selon un mode de mise en oeuvre avantageux du- 

dit procede, les* bases nucieotidiques bloquantes sont des 
didesoxynucl^otides . 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avanta- 
geux dudit procede, lesdites bases nucieotidiques blo- 

35 quantes sont marquees de maniere appropriee notamment par 
un marqueur choisi dans le groupe qui comprend des sub- 
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stances radioactive s, des enzymes, des produits chimiques 
chromophores fluorescents ou chimioluminescents et des 
anticorps appropri§s . 

. Selon une disposition avantageuse de ce mode 
5 de mise en, oeuvre, le marqueur est identique ou different 
pour chacune des bases nucieotidiques bloquantes. 

v Selon une modalite de cette disposition, 
lorsque les quatre bases bloquantes sont marquees h 
1 1 aide de marqueurs differents, la detection des quatre 
10 nucleotides bloquants est avantageusement simultanee. 

Selon un .autre mode de mise en oeuvre avanta- 
geux ' dudit procede, lorsque les quatre bases bloquantes 
sont. marqu6es.de maniere identique ou bien lorsqu'elles 
ne sont pas marquees, la detection des quatre nucleotides 
15 bloquants est r6alisee successivement et/ou separement. 

, Selon une disposition avantageuse de ce mode 
de mise en oeuvre, on detecte, de maniere appropriee, le 
pyrophosphate forme lors de la reaction de polymerisa- 
tion, 

20 En effet, la reaction de polymerisation genere 

la. production d'un pyrophosphate, comme suit : 

matrice - amorce + dNTP > matrice - (amorce + dNMP) + 

pp i- 

En mesurant le pyrophosphate dans chaque cube 
25 de reaction, ■ il . est possible de determiner pour laquelle 
des bases une reaction de polymerisation s'est produite. 

Selon une autre disposition avantageuse de ce 
mode de mise en oeuvre, on detecte chaque base nucleoti- 
dique marqu6e. 

30 En effet, chaque tube de reaction contient, en 

ce cas, une seule base nucleotidique marquee, les trois 
autres ne l f etant pas ; la mesure de la base marquee (par 
fluorescence, radioactivite, . . ) permet de determiner pour 
laquelle des bases, une reaction de polymerisation s'est 

35 produite,. les bases marquees non incorporees etant elimi- 
nees par lavage. 
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Le proced§ conforme £ 1 ! invention a notamment 
l'avantage de permettre de d§finir les conditions opera- 
toires, independamment de la base nucl£otidique d identi- 
fier et de ne pas necessiter d 1 immobilisation de I'acide 
5 nucleique sur une membrane. 

La pr§sente invention a egalement pour objet 
un kit ou coffret de diagnostic, pr§t & l'emploi, pour la 
mise en oeuvre du procede conforme & l r invention, carac- 
teris£ en ce qu'il comprend outre les quantites conve- 
10 nables de reactifs et tampons adapt£s & la mise en oeuvre 
du proced§ : 

- des quantity appropriates d'un nucleotide (servant 
d' amorce) capable de s'hybrider avec la sequence cible de 
maniere a ce que son extremity 3' soit adjacente a la 

15 base nucleotidique spfecifique a d6tecter ; 

- des quantites appropri6es de quatre bases nucleoti- 
diques modifiees de maniere & etre incorporables dans le 
produit d 1 extension de 1' amorce tout en bloquant 
l 1 elongation dudit produit d 1 extension ; et 

20 - des quantites appropriees d'une polymerase sans action 
exonucl6ase 3 *5 1 . 

Selon un mode de realisation avantageux dudit 
kit ou coffret, les bases nucldotidiques modifies sont 
des didesoxynucleotides (ddTTP, ddGTP, ddATP, ddCTP) . 

25 Selon un autre mode de realisation avantageux 

dudit kit ou coffret, les bases nucl£otidiques .modifiees 
sont marquees de maniere appropriee notamment par un mar- 
queur choisi dans le groupe qui comprend des substances 
radioactives, des enzymes, des produit s chimiques chromo- 

30 phores fluorescents ou chimioluminescents et des anti- 
corps appropri§s'. 

Selon encore un autre mode de realisation 
avantageux dudit kit ou coffret, il comprend, en outre, 
des reactifs appropries pour le dosage du pyrophosphate. 
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.Outre les dispositions qui precedent, 
1' invention comprend encore d'autres dispositions, qui 
ressortirorit de la description qui va suivre. 

L 1 invention sera mieux comprise k l'aide du 
5 complement de description qui va suivre, qui se refere 6 
des exemples de .mise en oeuvre du proc£d6 objet de la 
pr§sente invention. 

\ .11. doit Stre bien entendu, toutefois, que ces 
exemples sent donnas uniquement a titre d 1 illustration de 
10 l 1 objet de 1* invention, dont ils ne constituent en aucune 
maniefe une limitation. 

Exemple 1 : diagnostic de*la drfepanocytose par le procede 
conforme &' 1 'invention (mesure des did6soxynucleotides 
fluorescent s) . 

15 La dr6panocytose ou anemie falciforme est due 

& une mutation dans l'un des exons du gene (3 codant pour 
la chaiife (3 de I'hGmoglobine (Hb) . Cette mutation consis- 
tant en une substitution d'une adenine (A) par une thy- 
mine (T) , modifie ile codon GAG, traduit en un acide glu- 

20 t antique (en position G) dans l'Hb normale, en codon GTG, 
traduit en une valine dans l f Hb anormale (HbS) . 
L 1 ADN qui a 6t6 • u'tilis6 dans cet exemple correspond £ 
une sequence d 1 ADN amplifies simple-brin. 
a) Blocage des amorces d 1 amplification. 

25 * mfelanger dans un tube de microcentrifugation, pour 
chaque ADN matrSce 

- 100 ng d'.ADN (simple-brin amplifi6) 

- . 7 \il • de tampon Sequenase 5X (= Tris-HCl pH 7,5, 
200 mM / NaCl, 250 mM / MgCl 2 / 100 mM) 

30 - H 2 0 qsp 22 (Xl . 

* agiter & 'l'aide d'un vortex et centrifuger rapidement 

* incubet au bain-marie & 95 *C pendant 2 minutes. 

* enlever/vite et placer au bain-marie k 37 *C pendant 10 
minutes . • " ' 
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* preparer le tampon de reaction pour un echantillon 
d'ADN, const itue de : 

- 2,5 ul DTT 0,1 M 

- 1 Hi d'un melange de ddNTP,dilue au 1/400 (ddTTP : 
5 112 JIM ; ddGTP : 1,12 JIM ; ddATP : 3,36 JIM ; 

ddCTP : 8, 96 |iM) .; et 

- H 2 0 qsp 6,5 |J.l 

- Sequenase 1 jxl (3 unites) 

* enlever les tubes du bain-marie et centrifuger rapide- 
10 ment, 

* ajouter le tampon de reaction et melanger, 

* placer au bain-marie a 37 'C, pendant 5 minutes, 

* enlever les tubes et les placer dans la glace. 

b) Eliminati on des didesoxvnucleotides froids en exces 

15 On utilise les systemes de microseparation Centricon 3 ou 
10 (Amicon) qui, par filtration sur membrane acceleree 
par centrifugation, permettent de retenir des especes 
moleculaires de poids moleculaire superieur a 3 000 ou 10 
000 Daltons (par exemple: un nucleotide correspond a 330 
D et un oligonucleotide de synthese de 20 meres corres- 
pond a 6 600 D) . 

- disposer le volume reactionnel issu de a) dans un "Cen- 
tricon" 3 ou 10 et diluer si necessaire, 

- centrifuger a moins de 5 000 g en suivant les instruc- 
25 tions du fabricant, de facon a recuperer un volume mini- 
mal, 

- inverser le systeme "Centricon", 

- centrifuger pour recuperer le volume reactionnel, 

- ramener le volume obtenu a 12 

c) Micros eguencacre (procede conforme a 1' invention) 
* Pour chaque tube d'ADN, ajouter aux 12 u.1 : 

-15 ng d 1 oligonucleotide 5' CATGGTGCACCTGACTCCTG 3" 
(OA), correspondant a la sequence s'arretant a la base 
adjacente a la position de la mutation 

- 7 ul de Tampon Sequenase 5X tel que defini en a) ci- 
dessus et proceder comme dans a) ; puis 
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* preparer le tampon de reaction constitu6 pour chaque 
§chantillori de : 

- 2,5 [11 DTT 0/1 M 

- 1 \il d'une dilution au l/4006me d'un melange de ddNTP 
5 fluoresceins (ddTTP* : 112J1M ; ddGTP* : l,12jiM ; ddATP* ; 

3,3610m ; ddCTP* : 8,96^lM). Les did^soxynucleotides 
fluorescent^ sont vendus par Du Pont (Genesis™ 2000 DNA 
Analysis . System) ; 

- H 2 0 qsp.,6, 5 (ll 

10 - Sequenase 1 (il (3 unites) 

* enlever fles tubes du bain-marie, centrifuger rapide- 
ment , 

* ajouter le tampon de reaction, m^langer, 

* placer au bain-marie & 37 *C, pendant 5 mns, 

15 * enlever les tubes et placer les dans la glace. 

d) Lavage des didesoxynucl6otides fluorescents en exces: 

* passer les §chantillons sur colonne de Sephadex G50, 

* r6cup6rer. les 61uats . 

e) Detection 

20 La detection se fait pour chaque 6chantillon 

apres migration 61ectrophor6tique et excitation par une 
source telle qu'un laser. Le signal est analyst par un 
f luorometre* 

On obtient les courbes a (temoin) et b (ma- 
25 lade), comrae ' visible sur la figure 1, qui permet de 
d6tecter au niveau de la position correspondant a une 
§ventuelle mutation, 1 1 incorporation d'un ddATP en a, 
pour 1 Vindividu sain et pour l'individu malade homozygote 
en b, 1 1 incorporation d'un ddTTP. 
30 Example 2 : Micros6quengage d'une base sur une sequence 
d'acide nuclfeique ( ADN du bacteriophage M13 mp8) . 
a) Materiel- 'de depart 

* ADN simple brin de bacteriophage Ml3mp8 

* Oligonucleotide de synthase dit Primer Universel de sfe- 
35 quence : 3 ' TGACCGGCAGCAAAATG5 1 
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La premiere base incorporee sur 1' amorce dans le sens 
5 1 — >3' est un G. 
b) Protocole 

Le protocole est equivalent au protocole de 
5 detection de mutation ponctuelle a partir de I'etape c de 
l'exemple 1. Les. etapes a et b sont inutiles, 1' ADN du 
phage M13 etant non contamine par des oligonucleotides. 

En variante, le protocole est le suivant : 

- 3 ng d'A.D.N. simple-brin M13 

10 - 15 ng d' oligonucleotide primer universel 

- 7 fil de Tampon 5X Sequenase 

- H 2 0 qsp 22 \ll 

La. detection revele 1 ' incorporation sur le 
primer d'un dideoxy GTP, ce qui correspond au resultat 

15 attendu, comme visible sur la figure 2, qui montre les 
resultats obtenus avec deux dilutions differentes des 
ddNTP (1/200 (a) et l/400eme (b) ) . 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
1' invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 

20 mises en oeuvres, de realisation et d' application qui 
viennent d'etre decrits de facon plus explicite ; elle en 
embrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent 
venir a 1' esprit du technicien en la matiere, sans 
s'ecarter du cadre, ni de la portee de la presente inven- 

25 tion. 
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RE VEND I CAT IONS 
1*) Procede de detection et/ou 

d ! identification d'une base nucieotidique specif ique pr6- 
sente sur une sequence d'acide nucieique, caracterise en 
5 ce que : 

(1) on hybflde la sequence sur laquelle se trouve la base 
k identifier avec un nucleotide de longueur suffisante 
pour permettre une hybridation correcte, quelle que soit 
la temperature de reaction, ledit nucleotide s'hybridant 

10 avec la sequence cible, de mani£re k ce que son extremite 
3' soit adjacente k la base nucieotidique specif ique k 
detect'er et/ou k identifier ; 

(2) on ..d§bute la synthase du brin compiementaire de 
l'hybride obtenu en (1), - ledit nucleotide servant 

15 d 1 amorce en presence : 

- d'une polymerase sans action exonuciease 3' 5' et 

- d'au moins une base nucieotidique modifiee, de raaniere 
k §tre incorporable dans le produit d 1 extension de 
1' amorce, ..ladite incorporation bloquant l 1 elongation 

20 dudit 'produit d' extension ; 

(3) on detect e la base nucieotidique bloquant e incorporee 
par tout moyen approprie, ladite detection permettant 
d r identifier la base nucieotidique specif ique compiemen- 
taire presente sur la sequence cible a analyser. 

25 2*°) Procede selon la revendication 1, caracte- 

rise en ce que les bases nucieotidiques bloquantes sont 
des didesoxynucieotides. 

3*) Procede selon la revendication 1 ou la re- 
vendication 2, caracterise en ce que lesdites bases 

30 nucieotidiques bloquantes sont marquees de maniere appro- 
priee, notamment k I'aide d'un marqueur choisi dans le 
groupe qui* comprend des substances radioactives, des 
enzymes;, des pro'duits chimiques chromophores fluorescents 
ou chimioluiriinescents et des anticorps appropries. 
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4') Procede selon la revendication 3, caracte- 
rise en ce que le raarqueur est identique ou different 
pour chacune des bases nucleotidiques bloquantes. 

5°) Procede selon la revendication 4, caracte- 
5 rise en ce que lorsque les quatre bases bloquantes sont 
marquees a l'aide de marqueurs differents, la detection 
des quatre nucleotides bloquants est avantageusement 
simultanee . 

6") Procede selon l'une quelconque des 
10 revendi cat ions 1 a 4, caracterise en ce que lorsque les 
quatre bases bloquantes sont marquees de maniere iden- 
tique ou bien lorsqu'elles ne sont pas marquees, la 
detection des quatre nucleotides bloquants est realisee 
successivement et/ou separement. 
15 7 °> Procede selon la revendication 6, caracte- 

rise en ce qu'on dose, de maniere appropriee, le 
pyrophosphate forme lors de la reaction de polymerisa- 
tion, ledit dosage de pyrophosphate permettant de deter- 
miner pour laquelle des bases une reaction de polymerisa- 
20 tion s'est produite. 

8') Procede selon la revendication 6, caracte- 
rise en ce qu'on detecte chaque base nucleotidique blo- 
quante marquee. 

9') Kit ou coffret de diagnostic, pret a 
25 l'emploi, pour la mise en oeuvre du procede selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 8, caracterise en ce 
qu'il comprend outre les quantit6s convenables de reac- 
tifs et tampons adaptes a la mise en oeuvre du procede : 

- des quantites appropriees d'un nucleotide, servant 
30 d' amorce, capable de s'hybrider avec la sequence cible de 

maniere a ce que son extremite 3' soit adjacente a la 
base nucleotidique specifique a d.etecter / 

- des quantit§s appropriees de quatre bases nucleoti- 
diques modifiees, de maniere a §tre incorporables dans le 

35 produit d' extension de 1' amorce tout en bloquant 
1' elongation dudit produit d' extension ; et 



WO 91/02087 



PCT/FR90/00585 



14 

- des quantit6s appropriees d ! une polymerase sans action 
exonucl6ase 3 '.5 1 ♦ . 

. 10 w j Kit ou coffret selon la revendication 9, 
caract6ris6 en. ce que les bases nucleotidiques modifiees 
5 sont des did6soxynucl6otides . 

11") Kit ou coffret selon la revendication 9 
ou la revendication 10, caracteris§ en ce que les bases 
nucleotidiques modififees sont marqu6es de mani£re appro- 
pri6e, notamment a l'aide d'un marqueur choisi dans le 
10 groupe qui comprend des substances radioactives, des 
enzymes, des produits chimiques chromophores fluorescent s 
ou chimioluminescents et des anticorps appropri6s, 

12*) Kit ou coffret selon l'une quelconque des 
revendications 9 & 11, caractferise en ce qu'il comprend, 
15 en outre, des r6actifs appropri6s pour le dosage du 
pyrophosphate. 

13*) Application du proc£d6 selon l'une quel- 
conque des revendications 1 a 8, a la detection de la 
presence de sequences d'acides nuclfeiques particulieres 
20 associ§es & des maladies, telles que maladies g6n§tiques 
ou ma.ladies canc6reuses, & des infections, ou propres A 
permettre* 1 1 identification d'individus humains, animaux 
ou v^getaux. 



WO 91/02087 



PCT/FR90/00585 




FIG.1 



FEIHLLE DE REMPLACEMENT 



WO 91/02087 



PCT/FR90/00585 




FIG.2 



FEU-ILLS DE REMPLACEMEIMT 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

International Application No PCT/FR9 0 / 00 5 8 5 

I. CLASSIFIC ATION OF SUBJECT HATTER (If several classification symbols apply, Indicate all) ' 

According to International Patent Classification (IPC) or to both National Classification end IPC 

Int. CI. 5 C12Q 1/68 

II. FIELDS SEARCHED " — — — — _____ ______ 

Minimum Documentation Searched r 



Classification System 



Classification Symbols 



Int. CI. 5 



C12Q 



Documentation Searched other than Minimum Documentation 
to the Extent that such Documents are Included In the Fields Searched • 



III. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT* 



Category 1 



Citation of Document, » with Indication, where appropriate, of the relevant passages « 



Relevant to Claim No. " 



EP, A, 0223618 (NEW YORK MEDICAL COLLEGE) 
27 May 1987 

see the whole document 

EP, A, 0123513 (AMERSHAM INTERNATIONAL PLC) 
31 October 1984 
see the whole document 
& US, A, 4656125 
(cited in the application) 

EP, A, 0141382 (FUJI PHOTO FILM CO.) 
15 May 1985 

see abstract; pages 10,11 

WO, A, 88/05470 (PRESIDENT & FELLOWS OF 
HARVARD COLLEGE) 28 July 1988 
see the whole document 

EP, A, 0332435 (IMPERIAL CHEMICAL 

INDUSTRIES PLC) 13 September 1989 
see abstract; pages 2-9 



1-13 



1-13 



1-11 



1-11 



1-11 



* Special categories of cited documents: 10 
"A" document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

"L" document which may throw doubts on priority ctaim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



"T" later document published after the International filing dale 
or priority date and not In conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Involve an inventive step 

"V" document of particular relevance;' the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



IV. CERTIFICATION 



Date of the Actual Completion of the International Search 

27 November 1990 (27.11.90) 



Date of Mailing of this International Search Report 

18 December 1990 (18.12.90) 



International Searching Authority 

European Patent Office 



Signature of Authorized Officer 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (January 1985) 



ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT 
ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. FR 9000585 

SA 39509 

•nib annex lists the patent family members relating to the patent documents cited in the above-mentioned international search report. 
The members are as contained in the European Patent Office EDP file on 1 1/1 2/90 . 

The European Patent Office is.in no way liable for these particulars which are merely gtven for the purpose of information. 



Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
members) 


Publication 
date 


■ 

EP-A- 0223618 


27-05-87 


US-A- 


4863849 


05-09-89 




JP-A- 


62085863 


20-04-87 


EP-A- 0123513 


31-10-84 


CA-A- 


1219793 


31-03-87 




DE-A- 


3469366 


24-03-88 


-• 




0P-A- 


59208465 


26-11-84 






US-A- 


4656127 


07-04-87 


EP-A- 0141382 


15-05-85 


JP-A.B.C60093354 


25-05-85 




CA-A- 


1257184 


11-07-89 i 

i 


W0-A- 8805470 


28-07-88 


US-A- 


4795699 


03-01-89 




AU-A- 


1022488 


21-07-88 






EP-A- 


0265293 


27-04-88 






EP-A- 


0386857 


12-09-90 






EP-A- 


0386858 


12-09-90 






EP-A- 


0386859 


12-09-90 






JP-A- 


63237798 


04-10-88 






US-A- 


4942130 


17-07-90 






US-A- 


4921794 


01-05-90 






US-A- 


4946786 


07-08-90 


EP-A- 0332435 


13-09-89 


AU-A- 
JP-A- 


3124689 
2042999 


14-09-89 
13-02-90 



1 For more details about tms anne* : see Official Journal of the European Patent Office, No. 12/82 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Demand* Internationale N* PCT/FR 90/00585 



1. CLASSEMENT DE L'INVENTION (si plusieurs symooles de classification aont applicable*, let indiquer tous) 7 



Stlon la classification Internationale das brevets (CIB) ou a la fois seton la classification nationale et la C1B 



CIB : C 12 Q 1/68 



II. OOMAINES SUR LESOUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mlnimale consults© * 



Systeme da classification 



Symboles de classification 



CIB* 



C 12 Q 



Documentation consultee autre que la documentation minimal* dans la mesure 
ou de tels documents torn partie des domaines sur tesquelt la recherche a pone * 



III. DOCUMENTS CONSID£r£$ COMME PERTINENTS 10 



Categorie * 



Identification des documents cites, 11 avec indication, si necessaire, 
des passages pertinents 11 



N' des revendicstions 

VIS*eS '» 



EP, 



EP, 



A, 0223618 (NEW YORK MEDICAL COLLEGE) 
27 mai 1987 

voir le document en entier 



A, 0123513 (AMERSHAM INTERNATIONAL PLC) 
31 octobre 1984 
voir le document en entier 
& US, A f 4656125 
(cite dans la demande) 

EP, A, 0141382 (FUJI PHOTO FILM CO.) 
15 mai 1985 

voir l'abrege; pages 10,11 

WO, A,. 88/05470 (PRESIDENT & FELLOWS OF 
HARVARD COLLEGE) 28 juillet 1988 
voir le document en entier 



./• 



1-13 



1-13 



1-11 



1-11 



* Categories tp*ciale» de documents cites: 11 

cAi document definissant I'etat general da la technique, non 
consider* comma particulierement pertinent 

• Ei document anterieur, mafs publle a la date de dep6t Interne* 

tional ou aprea cette date 
« L » document pouvant jeter un doute sur una revendication de 

priorite ou cite pour determiner la data de publication d una 

autre citation ou pour una raison spicule (telle qu'mdiquee) 
< O » document aa rdferant a una divulgation oral*, a un usage, a 

una exposition ou tous autras moyans 
« P a document publie avant la date da dep6t International, mais 

potl«rieurement a la date da priorite revendiquee 



< T » document utteneur publie ooeteneurement a la date de depot 
international ou a la date de pnont* et n'appartanant pas 
a I'fttat da la tecnniQua pertinent, mais cite pour comprendre 
le pnncipe ou le lh*one constituent la base de I'mvention 

• X» document particulierement pertinent: ('invention revendi- 
quee ne peut etre consideree comme nouvelle ou comme 
imphquant une activita inventive 

cYi document pamculierement pertinent: I'invention reven- 
diquee ne oeut ttre consideree comme imqliquam une 
activiU inventive lorsque la document est etsocte a un ou 
plusieurs autres documents de meme nature, carte combi* 
nataon etant evident© pour une peraonna du metier. 

« 4 > document qui fait partie da la meme famille de brevets 



IV. CERTIFICATION 



Oate a laquell* la recherche Internationale a et* eflectlvement 
achevee 

27 noverabre 1990 



Administration chargee de la recherche international 

OFFICE EUROPEEN DES BREVETS 



Oate d'expedition du present rapport de recherche Internationale 

1 8 DEC 1990 



Signature du fonctionnaire autorise J/\ 



Mme N. KUIPER 



Formulaire PCT/ISA/210 (deuueme feuille) (Jsmrter 19»5) 



Ocmandt tntifnttionalt N* PCT/FR 90/005 85 



-2- 



III. DOCUMENTS COW«loiltf SCOMME PERTINENTS 



(SUITE DES RENSCIGNEMENTS INOJQUCS SUR LA 
OEUXltME FEU1LLE) 



CiUgon* * 



kttttlfleioon om document* atH. av«c rxJictfton. si ntoiiixi. 
0«« p*t**9M p«rtin«nt« 



N* 0«* rr*tno<mont 



P,A EP, A, 0332435 (IMPERIAL CHEMICAL INDUS- 
TRIES PLC) 13 septembre 1989 
voir . 1 1 abrege; pages 2-9 



1-11 



FormuUir. PCT/ISA/210 (Uuilto; .ddWormrflt) .(a**** IMS) 



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

RELATIF A LA DEMANDE INTERNATIONALE NO. FR g 0 00585 

SA 39509 

La presente annexe indique les membres de la famiUe de brevets relatifs aux documents brevets cites dans le rapport de 
recherche internationale vise ci-dessus. 

Lesdits membres sont contenus au fichier inforraatique de I'Office europeen des brevets a la date du 11/12/90 

Les renseignements fournis sont donnes a titre indicatif et n'engagent pas la responsabilite de I'Office europeen des brevets. 



Document brevet cite 


Date de 


Membre(s) de la 


Date de 


au rapport de recherche 


publication 


famine de brevet(s) 


publication 



EP-A- 


0223618 


27-05-87 


US-A- 


4863849 


05-09-89 








JP-A- 


62085863 


20-04-87 


EP-A- 


0123513 


31-10-84 


CA-A- 


1219793 


31-03-87 








DE-A- 


3469366 


24-03-88 








JP-A- 


59208465 


26-11-84 








US-A- 


4656127 


07-04-87 


EP-A- 


0141382 


15-05-85 


JP-A.B.C60093354 


25-05-85 








CA-A- 


1257184 


11-07-89 


W0-A- 


8805470 


28-07-88 


US-A- 


4795699 


03-01-89 








AU-A- 


1022488 


21-07-88 








EP-A- 


0265293 


27-04-88 








EP-A- 


0386857 


12-09-90 








EP-A- 


0386858 


12-09-90 








EP-A- 


0386859 


12-09-90 








JP-A- 


63237798 


04-10-88 








US-A- 


4942130 


17-07-90 








US-A- 


4921794 


01-05-90 








US-A- 


4946786 


07-08-90 


EP-A- 


0332435 


13-09-89 


AU-A- 


3124689 


14-09-89 








JP-A- 


2042999 


13-02-90 



Pour tout renseignemeot concernant cette annexe : voir Journal Offictel de rOffice europeen des brevets, No. 12/82 



